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研究成果の概要（和文）：本研究では、ジスルフィド修飾を施した細胞膜透過性核酸MPONについて、その膜透過
のタイムスケールを明らかにし、MPONと特異的に結合し細胞導入を助ける責任タンパク質の候補を質量分析によ
り同定した。また、細胞導入後のMPONが時間経過に伴い核内に移行すると分かったことから、核内で生じるスプ
ライシング異常に起因する筋ジストロフィーの治療への適用可能性を着想し、実際に疾患モデルマウスにおいて
一定の効果が見られた。さらに、異なる修飾基を付加した次世代型MPONを開発し、その機能評価を行なった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we clarified the timescale of membrane permeabilization of 
MPON, Membrane Permeable OligoNucleotides modified with disulfide units, and identified the 
candidate responsible protein that specifically binds to MPON and promotes the cell transduction by 
mass spectrometry. Furthermore, we found that MPON is translocated into the nucleus over time after 
cell transduction, which led to the idea that MPON could be applied to the treatment of muscular 
dystrophy caused by splicing abnormalities in the nucleus. Actually, MPON functioned in alteration 
of splicing pattern in a mouse model of the disease. We also developed improved next-generation 
MPONs with different modification groups and evaluated their functions.

研究分野：分子生物学

キーワード： 膜透過性核酸　ジスルフィド修飾　核酸医薬　筋ジストロフィー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　研究室で開発した細胞膜透過性核酸MPONが細胞核内へと移行することが分かり、核内で起こる選択的スプライ
シングのパターンを高い効率で変化させることがマウスで確かめられたことから、筋ジストロフィーの原因とな
るスプライシング異常を是正し疾患治療に適用できる可能性が示された。また、MPONの細胞膜透過過程および細
胞内動態の観察に基づき利点とさらなる改善点を明確にしたことで、改良型の次世代MPONの開発を大きく進展さ
せた。核酸医薬としての医学的応用は勿論、膜透過による核酸材料の効率的な運搬と供給を可能にするMPONは人
工細胞における核酸・タンパク質の機能解析への適用も期待され、学術的意義も高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝子の本体である DNA 配列に生じた変異は、異常なタンパク質の産生を誘導し様々な疾患
を引き起こす。その治療法として、アンチセンス DNA や siRNA などの核酸を生体内に導入する
ことで mRNA の分解を誘導し異常タンパク質の産生を抑制する核酸医薬が注目されている。核
酸配列依存的に作用するため、特異性が高く副作用が起こりにくい利点がある一方で、現在汎用
されている導入方法として、カチオン性リポソームを利用したリポソーム法（Sci. Rep. 6, 2016）
や、膜上の受容体とリガンドの結合を介したコンジュゲート法（Nature Biotech. 35, 2017）が挙げ
られるが、いずれもエンドサイトーシスによる取り込みを介した手法となっており、エンドソー
ム小胞からの脱出効率が非常に低く、エンドソーム内に長く留まることで核酸が分解されるた
め、細胞質へ到達し機能を発揮できる核酸分子が非常に少ないことが核酸医薬としての機能に
制限をかけていた。核酸医薬の汎用化のためには、効率的な細胞内導入が可能な核酸設計が重要
と考えて化学修飾核酸の開発に取り組み、これまでに我々は、核酸にチオール基を含むジスルフ
ィド修飾ユニットを付加することで、エンドサイトーシスを介さない自発的かつ速やかな細胞
内導入が可能となることを見出し、膜透過性核酸（Membrane Permeable Oligo Nucleotide）の頭文
字からMPONと名付けた（図 1; Angew. Chem. 
Int. Ed. 58, 6611, 2019）。細胞膜表面のチオー
ル基をキャッピングすると導入効率が大き
く低下したことから、MPON は、細胞膜表面
に存在する膜タンパク質とのジスルフィド
結合を介して細胞内に導入されると考えら
れたが、結合相手となる膜タンパク質が明ら
かになっておらず、MPON の導入メカニズ
ムについては推測の域を出ていなかった。ま
た、導入開始後の細胞内動態についても詳し
く調べられておらず、MPON の導入や機能
のタイミングを完全には制御できていない
点が、今後医薬応用していく上での課題とし
て挙げられた。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、我々の研究室で新規開発した膜透過性核酸 MPON の膜透過メカニズムおよ
び細胞内動態の解明を通して、速やかな細胞膜透過および機能制御を可能とする新規修飾核酸
の開発につなげることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）MPON と特異的に結合する膜タンパク質の同定 
ビオチン-アビジン間の特異的な共有結合

を利用して、MPON と結合して MPON の細
胞内導入を担うタンパク質の同定に取り組
んだ。具体的には、MPON の 3¢末端にデスチ
オビオチンを付加してHeLa細胞に添加する
ことで、MPON と結合するタンパク質を間
接的にビオチンラベルし、ストレプトアビジ
ンビーズを用いて選択的に回収した（図 2）。
その後、回収されたタンパク質を質量分析に
より同定した。 

（2）膜透過性核酸 MPON の膜透過過程および細胞内動態の観察 
 アンチセンス DNA の 5¢末端にジスルフィド修飾ユニットを付加した MPON の 3¢末端に蛍光
色素 FAM を付加してヒト培養細胞である HeLa 細胞を含む培養液に添加し、HeLa 細胞への蛍光
流入を共焦点蛍光顕微鏡で観察した。また、細胞内導入された蛍光ラベル MPON の細胞内局在
の変化を観察した。 

（3）次世代MPON の開発 
 （2）から明らかになった MPON の特徴を踏まえて、ジスルフィド修飾ユニットの改変による
MPON の機能向上に取り組んだ。 
 
４．研究成果 

（1）MPON と特異的に結合する膜タンパク質の同定 
MPON と結合するタンパク質として 165個のタンパク質が質量分析により同定され、そのう
ち 13 個が膜タンパク質であった。MPON は膜タンパク質の持つチオール基とジスルフィド結

 
図 1：MPON の細胞内導入 

 

図 2：MPON 結合タンパク質の選択的回収 



合を形成すると考えられることから、同定されたタンパク質群の立体構造予測に基づき、タンパ
ク質表面にフリーのチオール基を持つタンパク質をさらに絞り込んだところ、分子輸送に関わ
るとされる複数のタンパク質が候補として得られた（Hiraoka et al., ChemBioChem 22(24), 2021）。
これらのタンパク質が MPON の細胞内導入を担っていると考えられ、当該タンパク質の発現量
向上を促すことで、MPON による遺伝子抑制効果をより向上させることも期待される。 

（2）膜透過性核酸 MPON の膜透過過程および細胞内動態の観察 
 蛍光ラベル MPON を添加した HeLa 細胞の観察から、MPON が添加直後に細胞膜に結合し、
そこから 5 分程度で細胞内へと徐々に導入されることが分かった（図 3）。これは、MPON が細
胞膜上のタンパク質とのジスルフィド結合形成により細胞膜上にアンカーされ、その後細胞内
へと導入されるというこれまでの仮説を支持するものである。また、その後の細胞内動態の観察
から、細胞内に導入された MPON は、添加後 48-72 時間して細胞核へと移行することが分かり
（図 4）、核内で起こる選択的スプライシングの制御への適用性が期待された。そこで、スプラ
イシング異常により機能的なジストロフィンタンパク質を欠失した筋ジストロフィー疾患モデ
ルマウスに対して、スプライシングパターンを変化させ機能的なジストロフィン産生を促すア
ンチセンス DNA を投与したところ、当該アンチセンス DNA にジスルフィド修飾を付加した
MPON を用いた場合に、より効率的なスプライシングパターンの変化が見られた。この結果は、
MPON が筋ジストロフィーの治療における有効な手段となり得ることを示すと同時に、細胞質
および細胞核内の分子を標的とした幅広い疾患治療に適用しうることを示唆している。以上の
結果を論文として報告した（Hiraoka et al., ChemBioChem 22(24), 2021）。 

 
一方で、核移行に要する時間が 48-72時間と長いことから、より効果的な核移行を促進するた

めに、トリメチルグアノシン（TMG）キャップ（図 5）を付加した核酸の合成を試みた。TMG
キャップは核内スプライシングに関与する snRNA によく見られる 5¢
キャップ構造であり、これを付加することで核移行を促進するとされ
る（Nucleic Acids Research, 6, 2009）。TMG キャップを付加した核酸を
リポフェクションによって導入し、まずは核移行の効率のみの評価を
行なったところ、予想に反して、TMG キャップの有無で核移行の効
率に差は見られなかった。このとき、安定性向上のために核酸配列全
体に 2¢-OMe 修飾を付加しており、その影響で TMG キャップの核移
行効果が得られなかった可能性も考えられた。核酸配列に導入する化
学修飾との組み合わせを今後検討していく必要がある。 

（3）次世代MPON の開発 
 （2）の細胞内動態の観察の結果、細胞内で局所的に凝集している様が一部の細胞で見られた。
ここで用いた第一世代と呼称するMPONに付加したジスルフィド修飾ユニットは高い疎水性を
有しており、それが細胞内での核酸凝集を促している可能性が考えられた。凝集が見られた細胞
は一部であったが、凝集によって、見かけの核酸濃度低下に伴う機能低下や細胞への悪影響が起
こる可能性が危惧されたことから、さらなる機能向上とリスク軽減のために、疎水性を低下させ
た修飾基や、細胞内の還元的環境に応答して修飾が外れる脱離型の修飾基などを付加した、新し
い膜透過性核酸の開発に取り組んだ。候補として合成したいくつかの修飾核酸について、膜透過
性効率および遺伝子抑制効果を評価したところ、機能向上が見られた有望な次世代MPON が得
られつつあり（Bioorg. Med. Chem. Lett. 74, 2022; Chem. Commun. 59(33), 2023; Chem. Commun. 59(77), 
2023）、引き続き改良型の合成と評価を進めて順次報告していく。疎水性低下により精製効率の
向上や合成工程の簡略化にも成功しており、機能向上に加えて、将来的な医薬展開を視野に入れ
た際のコスト軽減や大量生産の実現にも寄与している。 
 
 
 

 
図 3：MPON 導入のタイムスケール 
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図 4：MPON の細胞核移行 
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図 5：TMG キャップ 
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